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金龟 幼 虫 血 细胞 的 防卫 反应 
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摘要 ”在 铜绿 丽 金龟 Anomala corpulenta Mots. 和 华北 大 黑 鳃 金龟 Holotrichia oblita F. 3 BHR 
体内 注射 标准 剂量 的 日 本 金色 赂 芽孢 杆菌 Bacillus popilliae, MH 24 小 时 内 血细胞 的 反应 。 结 果 表 明 , 昆 
虫 种 类 不 同 ,血细胞 反应 的 方式 也 不 相同 。 在 敏感 下 种 铜绿 醋 金 急 中 , 只 有 少数 个 体能 在 体腔 内 形成 以 浆 血 
了 胞 为 主 的 黑 核 型 哥 状 体 ; 而 在 不 敏感 虫 种 华北 大 黑 鳃 金龟 幼虫 体腔 内 ,大 多 数 个 体能 形成 以 珠 血 胞 为 主 的 块 
状 囊 状 体 。 血 细胞 囊 状 体 的 形成 率 大 体 上 辣 注射 感染 率 祖 吻合 。 本 文 还 讨论 了 襄 状 体 的 形成 过 程 及 其 作用 
机 制 。 


前 言 

关于 昆虫 血细胞 的 防卫 反应 ， 国 内 外 已 有 许多 报道 CMetchnikoff, 1884; Metalnikov, 
1927; Salt, 1970; Whitcomb 等 ，1974; Nappi, 1975)。 大 多 数 作 者 认为 ,无 论 是 人 工 注射 
感染 ,或 是 自然 感染 ,昆虫 血细胞 都 会 对 人 侵 微 生物 作出 相应 的 反应 。 细 胞 囊 状 体 的 形成 
是 昆虫 免疫 系统 中 的 一 个 重要 的 组 成 部 分 ， 主 要 涉及 寄主 血细胞 对 外 来 微生物 或 其 他 寄 
生物 的 包围 凝 诊 和 由 此 产生 的 多 细胞 层 的 蒜 状 结构 。 最 近 几 年 , 对 囊 状 体 的 结构 和 功能 
等 方面 作 了 较 多 的 研究 (Hoffman 等 , 1974; Zachary 等 , 1975; Ratcliffe 等 ,1977)。 但 
是 由 于 使 用 虫 种 和 微生物 种 类 不 同 , 甚至 取样 时 间 不 同 , 因而 使 这 些 结果 无 法 归纳 比较 ， 
甚至 有 人 对 襄 状 体能 否 对 微生物 起 到 抑止 作用 持 有 异议 。 本 文选 用 两 种 对 日 本 金 包 蜂 芽 
孢 杆菌 具有 不 同感 染 力 的 金龟 昨 幼 虫 ;观察 襄 状 体形 成 的 全 过 程 ,并 在 此 基础 上 讨论 计 状 
体 的 作用 机 制 。 

材料 与 方法 

虫 种 “在 北京 郊区 采集 铀 绿 丽 金龟 Anomala corpulenta Mots. 《以 下 简称 铜绿 ) 和 华 
EARME Holotrichia oblita F. A FARKE) 3 龄 幼虫 。 在 室内 20 恒温 条 件 下 
饲养 3 周 后 , 选 健壮 的 个 体 进行 注射 试验 。 

AR EAA Ae eT Bacillus popilliae Dutky 多 次 注射 证 明 ， 该 菌 对 铜 
绿 有 较 强 的 致 病 力 ,而 对 大 黑 则 不 感染 。 

注射 方法 ”将 血 涂 片上 的 芽孢 用 蒸馏 水 洗 脱 ， 以 4000 转 / 分 离心 20 分 钟 ， 共 三 次 。 
用 重 燕 水 制 成 10%/ 毫 升 芝 孢 的 悬浮 液 。 幼 虫 体 表 用 70% 酒精 消毒 后 ,用 微量 注射 器 在 腹 
部 倒数 第 二 节 侧 面 进行 注射 ,每 头 5 微 升 。 对 照 幼 虫 注 射 同 量 的 Clarke 生理 盐水 。 将 幼 
RET 28°C 恒温 下 继续 人 饲养。 
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组 织 学 观察 ”幼虫 在 注射 后 5 分 钟 、15 Bh, 0.5.1, 2. 4, 6, 12 和 24 小 时 ,每 次 取 
样 2 头 , 重 复 2 次 ,解剖 观察 体腔 中 的 囊 状 体形 成 情况 。 解 剖 前 先 将 幼虫 投 于 80°C 热 水 中 
5 分 钟 , 待 冷却 后 置 于 49°C 的 Clarke 生理 盐水 中 解剖 。 在 解剖 镜 下 , 用 锰 子 取出 体腔 中 
的 凝 块 ,并 立即 投入 Bouin SER, 固定 12 一 24 小 时 (根据 组 织 块 的 大 小 而 定 ), 酒精 脱 
水 , 石 螨 包 埋 ,切片 厚度 为 4 一 5 微米 。 经 Giemsa 染色 后 ,用 Zeiss 显微镜 拍摄 照片 。 


结 果 


在 幼虫 体腔 内 注射 了 日 本 金龟 九 芽孢 杆菌 之 后 ， 立 即 引起 各 类 血细胞 的 凝集 反应 。 
本 文采 用 肉眼 解剖 和 组 织 学 观察 相 结合 的 方法 ， 乔 请 参与 反应 的 血细胞 种 类 及 圳 状 体形 
成 的 过 程 。 根 据 Price (1974) 的 分 类 法 ， 将 昆虫 血细胞 粗 分 为 原 血 胞 、 浆 血 胞 、 颗 粒 血 
Béla. of Bea AS eH FN A o 

1. 解剖 观察 ”对 注射 后 的 幼虫 体腔 进行 解剖 ,5 分 钟 后 多 数 幼虫 体内 都 有 直径 0.5 一 2 
KN MARS, 多 的 7 一 8 个 , 少 的 2 一 3 个 。 大 部 分 凝 块 附着 于 注射 一 侧 的 脂肪 
体 上 ,少数 附着 在 肠 道 和 气管 壁 上 。 半 小 时 之 内 大 黑 "的 凝 块 呈 紫 罗兰 色 , 然 后 中 间 变 成 
黑色 ; “铜绿” 的 凝 块 少数 是 黑色 , 多 数 较 透明 。 对 照 幼虫 体内 也 形成 凝 块 ， 外 形 像 成 串 的 
ESR, iB 2 小 时 后 逐渐 消失 。 

2. 组 织 学 观察 ”幼虫 注射 芽孢 后 不 同时 间 内 所 形成 的 凝 块 进行 了 简单 的 对 比 ， 见 表 


Rl 天 状 体形 成 状况 


注射 后 取样 时 间 


铜绿 丽 金龟 
KRM & f 
+ ARRE 一 TERE O RDF RAMA 





1。 不 是 所 有 的 凝 块 中 都 有 襄 状 体 。 就 铜绿 而 言 , 只 有 注射 5 HARRA h A RAR 
状 体 ( 图 版 1:7)〉 占 整个 感染 试验 的 15% A. KR RRA BEER BIER BERK tk 
(图 版 [:8), 说明 该 虫 体腔 内 的 血细胞 对 区 孢 的 反应 能 力 比 前 者 强 。 

铜绿 幼虫 体腔 内 的 黑 核 型 囊 状 体 是 在 注射 芽孢 后 1 一 5 分 钟 之 内 迅速 形成 的 。 可 以 
在 同一 个 取样 时 间 ， 从 不 同 的 凝 块 中 看 到 不 同 发 育 阶段 的 襄 状 体 结构 。 在 注射 后 的 最 初 
阶段 ,血细胞 和 芽孢 均 处 在 游离 状态 (图 版 1:1); 两 者 发 生 接 触 后 ,使 许多 桨 血 胞 很 快 地 向 
有 芽孢 的 地 方 集中 并 将 芽孢 包围 起 来 (图 版 1:2,3)。 浆 血 胞 的 数量 增多 时 ,位 于 中 间 者 开 
始 部 分 裂解 并 出 现 黑 化 《melanization)〔 图 版 1:4, 5)。 随 着 中 心 黑 核 的 增 大 , 浆 血 胞 越 来 
越 多 ,通常 出 现 5 一 6 层 (图 版 1:7), 它们 的 形状 从 圆 形变 成 扁平 形 。 这 种 囊 状 体 继 续 吸 附 
次 血 胞 ， 最 终 形成 直径 大 约 为 100—120 微米 的 黑 核 型 囊 状 体 ,其 中 心 的 黑 核 要 占 总 面积 
的 145 左右 (图 版 !:7)。 通 常 在 黑 核 里 已 看 不 请 被 包围 的 芽孢 。 

ARO BO RACAL, RRR ARM. 颗粒 血 胞 和 浆 血 胞 混合 组 成 : 它们 供 
助 于 某 种 基质 互相 粘 附 在 一 起 ， 没 有 固定 的 结构 (图 版 [3, 9)。 囊 块 直径 平均 为 260 一 
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300 微米 。 尽 管 血 细胞 和 芽孢 共同 凝聚 在 一 起 , 但 在 24 小 时 内 并 未 发 现 血 细胞 的 裂解 和 
产生 黑 化 。 在 珠 血 胞 的 周围 有 晕 环 状 的 分 泌 物 ( 图 版 I:11, 12), 芽孢 位 于 其 中 ,表明 这 类 
血细胞 是 通过 某 种 分 泌 物 将 芽孢 粘 附 住 的 。 个 别 桨 血 胞 内 包含 有 菠 玖 (图 版 H:10), 表明 
ERASMAS | 

在 大 多 数 铜绿 幼虫 体内 没有 发 现 黑 核 型 的 囊 状 体 ， 被 注射 的 游离 的 芽孢 大 多 附着 在 
蜡 肪 体 上 。 在 2 小 时 及 12 小 时 的 组 织 切 片 中 , 有 时 可 以 看 到 这 些 芽 孢 发 生 明显 膨胀 (图 
A 0:13), 或 失去 折光 开始 萌发 (图 版 I:14)。 但 是 在 大 黑 幼 虫 体内 ,芽孢 往往 和 血细胞 凝 
聚 在 一 起 ,大 部 分 形成 了 块 状 囊 状 体 ,在 24 小 时 内 未 曾 发 现 芽 孢 萌发 。 

讨 论 

血细胞 的 香 星 作用 和 豆 状 休 的 形成 是 无 着 椎 动物 普遍 的 防卫 反应 。 根 据 报道 ,有 许多 
是 虫 的 血细胞 对 病原 细 菌 和 非 病 原 细 菌 都 会 产生 强烈 的 吞噬 作用 或 形成 囊 状 体 (Nappi, 
1975; Peter，1978)。 本 文 试验 说 明 ， 同 一 科 不 同 种 的 昆虫 其 血细胞 囊 状 体 的 类 型 有 所 区 
别 。 以 日 本 金色 邮 芽孢 杆菌 做 病原 细菌 ， 铜 绿 幼虫 体内 形成 的 是 黑 核 型 囊 状 体 ; ABE 
HERRERA: 而 四 纹 丽 金龟 幼虫 还 可 以 形成 体液 襄 状 体 ( 杨 明 华 ，1980)。 这 种 在 结 
构 上 的 差异 是 否 同 每 一 种 昆虫 的 血细胞 种 类 有 关 , 是 值得 进一步 研究 的 。 在 正常 情况 下 ， 
这 些 昆 虫 都 具有 桨 血 胞 、 颗 粒 血 胞 和 珠 血 胞 等 ,但 因 忠 种 不 同 , 它 们 的 数量 、 比 例 和 形态 都 
有 差异 。 铜 绿 以 浆 血 胞 和 颗粒 血 胞 为 主 ,个 体 都 比较 小 (图 版 I:1); 大 黑 以 珠 血 胞 和 颗粒 
血 胞 为 主 , 而 个 体 都 比较 大 (图 版 HI: 9)。 其 次 ,在 血细胞 囊 状 体形 成 过 程 中 ,每 种 血细胞 ， 
的 作用 也 不 相同 。Ratcliffe (1976) 曾 将 暴 状 伞 孢 杆菌 注射 到 大 暑 蜡 幼虫 体内 ， 发 现 最 初 
是 颗粒 血 胞 吐出 辊 状 物 ,并 将 细菌 粘 附 住 , 然 后 再 引 来 数量 较 多 的 桨 血 胞 ,经 过 黑 化 作用 ， 
最 后 形成 哥 状 体 。 在 本 试验 中 发 现 大 黑 的 珠 血 胞 能 旺 出 转 状 物 ,但 未 见 黑 化 作用 。 可 见 ， 
每 一 种 昆虫 由 于 血细胞 的 种 类 不 同 ,对 病原 微生物 的 反应 也 是 有 差异 的 。 

铜绿 和 大 黑 3 龄 幼虫 对 日 本 金龟 昌 芽 狗 杆 菌 显 示 出 不 同 的 感染 率 。 前 者 的 注射 感染 
率 一 般 为 80% 左右 , 在 注射 后 的 1 一 12 天 中 将 幼虫 前 足 放 血 镜 检 , 大 多 数 可 看 到 游离 的 
芽孢 和 营养 体 ,在 大 量 的 组 织 切 片 中 仅 发 现 少 数 虫 体 有 襄 状 体 ,表示 铜绿 的 血细胞 防卫 反 
应 比较 差 ; 而 后 者 注射 芽孢 后 几乎 是 不 感染 , 放血 镜 检 时 未 曾 看 到 游离 的 芽孢 和 营养 体 ， 
但 是 在 组 织 切片 中 ,可 看 到 许多 块 状 的 囊 状 体 , 发 现 芽孢 和 血细胞 凝集 在 一 起 , 这 表明 大 
黑 的 血细胞 对 芽孢 有 较 强 的 凝集 作用 。 因 此 圳 状 体形 成 的 多 赛 也 能 反应 出 该 病原 对 昆虫 
致 病 力 的 强 弱 。 

有 些 昆 虫 在 形成 襄 状 体 的 时 候 ， 会 产生 黑色 素 ， 但 是 其 作用 至 今 仍 然 不 十 分 清楚。 
Nappi (1975) 认为 , 某 些 昆 虫 的 血细胞 与 病原 体 接触 时 会 自行 裂解 ， 导致 血 淋巴 中 的 本 
氨 酸 和 多 巴 等 物质 的 代谢 发 生 改 变 ， 在 酚 氧 化 酶 的 作用 下 ， 形 成 了 黑色 素 。 这 种 黑色 素 
起 到 一 种 不 渗透 的 视 栏 作用 , 阻止 微生物 和 血 淋 巴 之 间 代 谢 物 质 的 交换 。 但 是 在 本 试验 
中 除了 少数 铜绿 囊 状 体 产生 黑色 素 以 外 ， 大 黑 幼 虫 体内 的 囊 状 体 仅 是 血细胞 和 芽孢 组 成 
的 凝 块 , 未 发 现 血细胞 敢 解 和 形成 黑色 素 。 这 种 血细胞 防卫 反应 却 显 示 出 寄主 对 病原 有 
更 强 的 免疫 力 。 因此 进一步 研究 大 黑 幼 虫 的 血细胞 对 病原 菌 抑制 作用 是 很 有 意义 的 。 
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THE CELLULAR DEFENSE REACTIONS OF WHITE 
GRUB HEMOCYTES 


Yana MING-HUA 


(institute of Zoology, Academia Sinica) 


The third instar larvae of Anomala corpulenia and Holotrichia oblita were injected 
with a standardized dose of spores of Bacillus popilliae Dutky, and the reactions of 
hemocytes were examined during the first 24 hours after the injection. Agglomerates 
of hemocytes were formed in all the injected larvae and they attached to the fat body 
and internal surfaces of the body cavity. 

In the more susceptible larvae of Anomala corpulenta, hemocytes formed clumps and 
the cells underwent lysis to yield the melanian acellular substance. The necrotising masses 
may become encapsulated by plasmatocytes to form. capsules with black cores within 5 
min., althouth this encapsulation occurred around a few agglomerates. In the nonsusceptible 
larvae of Holotrichia oblita, most of clumps consisted of spherule hemocytes, granular 
hemoeytes and plasmatocytes and the bacteria. The initial aggregetion stage was very 
rapid, occurring within 5 min., and it was brought about by the release of an adhesive- 
floceulent material by the spherule hemocytes in contact with the bacteria. Within 24 
hours, we did not found any hemocyte lysis and melanization. 

The result shows that the responses of the hemocytes of Anomala corpulenta and 
Holotrichia oblita to the pathogenic Bacillus can give indication of their natural infec- 
tive rates, and that encapsulation and clump formation can effectively prevent the 
development of the bacterial spores. 
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